骨髓增生异常综合征（MDS）是骨髓造血干细胞克隆性增殖的恶性血液肿瘤，导致血细胞减少、一系或多系髓细胞的发育不全、无效造血和高风险向急性髓系白血病（AML）转化。临床研究和动物模型实验证实骨髓微环境和免疫因素在MDS发病机制中起重要作用[@b1]--[@b2]。巨噬细胞是一种固有免疫细胞，具有很强的吞噬功能。近年来，关于巨噬细胞在恶性肿瘤发病机制中的研究越来越多[@b3]--[@b4]。为探索巨噬细胞在MDS发病机制中的作用，我们对MDS患者外周血单个核细胞来源的巨噬细胞进行了研究，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2014年9月至2015年12月我科24例MDS患者为病例组，男13例，女11例，中位年龄58.5（16\~79）岁。按照WHO 2008诊断分型标准，难治性贫血（RA）1例，难治性贫血伴环形铁粒幼红细胞（RARS）2例，难治性血细胞减少伴多系发育异常（RCMD）6例，难治性贫血伴有原始细胞增多1型（RAEB-1）1例，RAEB-2 13例，5q−综合征1例。按MDS国际预后积分系统（IPSS），低危3例、中危-1 8例、中危-2 11例、高危2例。以15名健康志愿者作为对照组，男10名，女5名，中位年龄28（25\~36）岁。标本的取得均符合伦理要求。

2．巨噬细胞的诱导：肝素抗凝管取MDS患者及健康志愿者外周血3 ml，采用淋巴细胞分离液分离单个核细胞，加入1 ml RPMI 1640培养基重悬，调整细胞密度为2×10^6^/ml接种于6孔板，每孔2 ml。37 °C、5%CO~2~培养箱培养6 h，吸弃上清，用无菌PBS轻洗2次去除非黏附细胞，每孔加入含10%FBS的RPMI 1640培养液2 ml及GM-CSF，37 °C、5%CO~2~培养箱中继续培养，每两天半量换液并加入GM-CSF，于培养第7天收集细胞。

3．流式细胞术检测巨噬细胞表面受体的表达：取培养后细胞消化重悬置于流式管中，实验管中加入鼠抗人FITC-CD14、PE-CD68、APC-CD206或APC-表面受体信号调节蛋白α（SIRPα）单克隆抗体各20 µl，对照管分别加相应的IgG1同型对照5 µl，室温避光孵育30 min，PBS洗涤2次，上机检测。

4．流式细胞术检测巨噬细胞吞噬功能：取预处理好的荧光微球2.5×10^7^个置于巨噬细胞培养板中孵育24 h，吸取培养基，PBS洗涤1次，胰酶消化得细胞悬液，离心，弃上清。每管加入300 µl PBS重悬细胞，上机检测。

$$吞噬百分率（\text{PP}） = \frac{吞噬荧光微球的巨噬细胞数}{巨噬细胞总数} \times \text{1}00\%$$

$$吞噬指数（\text{PI}）＝\ \frac{被吞噬的荧光微球的总数}{巨噬细胞总数}$$

5．免疫荧光显微镜观察巨噬细胞吞噬功能：羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（CFSE）荧光染料染色骨髓单个核细胞，将得到的细胞悬液置于巨噬细胞培养板中孵育24 h，消化、离心，洗涤，吸取上述细胞悬液置于载玻片中间，在荧光显微镜下观察。计数CFSE荧光阳性细胞占总巨噬细胞数量的比例。

6．统计学处理：应用SPSS 21.0软件分析实验结果。实验数据为定量资料，均符合正态分布且方差齐，用*x*±*s*表示，两组资料的比较采用独立样本*t*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．巨噬细胞形态和数量比较：光学显微镜下检测到MDS组来源的巨噬细胞的形态较正常对照组差（形态不规则、细胞体积小、异形明显、无足突、数量减少）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。流式细胞术检测到MDS患者外周血单个核细胞诱导的巨噬细胞（CD14^+^CD68^+^细胞）阳性细胞率为（5.17±3.47）%，显著低于正常对照组的（66.18±13.43）%（*t*=3.529，*P*=0.001）。

![光学显微镜下检测骨髓增生异常综合征患者（A）和正常对照（B）外周血单个核细胞诱导的巨噬细胞的形态、数量的比较（×400）](cjh-38-08-706-g001){#figure1}

2．巨噬细胞表面识别受体CD206及SIRPα的表达水平比较：流式细胞术检测结果显示，MDS组外周血单个核细胞诱导的巨噬细胞CD14^+^CD68^+^CD206^+^细胞率\[（9.73±2.59）%\]显著低于正常对照组\[（51.15±10.82）%\]（*t*=4.551，*P*\<0.001），CD14^+^CD68^+^SIRPα^+^细胞率\[（0.51±0.09）%\]亦显著低于正常对照组\[（0.77±0.06）%\]（*t*=2.102，*P*=0.043）。

3．巨噬细胞吞噬功能比较：流式细胞术检测MDS组外周血单个核细胞诱导的巨噬细胞吞噬免疫微球的吞噬指数为0.45±0.08，吞噬百分率为（23.69±3.22）%，均显著低于正常对照组的0.92±0.07及（42.75±2.13）%（*P*值均\<0.05）。荧光显微镜观察MDS组来源的巨噬细胞吞噬骨髓单个核细胞的吞噬指数（0.24±0.04）显著低于正常对照组（0.48±0.06）（*t*=3.464，*P*=0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![荧光显微镜下检测骨髓增生异常综合征患者（A）和正常对照（B）外周血单个核细胞诱导的巨噬细胞吞噬骨髓单个核细胞的能力](cjh-38-08-706-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

先前的研究报道显示内皮细胞、巨噬细胞和癌症相关的成纤维细胞在肿瘤发生和发展中起促进作用。目前研究认为大部分免疫系统被赋予了双重功能，是机体的双刃剑。免疫细胞一方面可以通过产生抗肿瘤的细胞因子而直接破坏肿瘤细胞，起到抗肿瘤作用；另一方面，免疫细胞通过促进炎性反应、血管生成等作用起到促进肿瘤生长的作用。另外，已经浸润到肿瘤组织中的免疫细胞能够创造一个包括细胞因子、趋化因子、生长因子和血管生成因子的微环境促进肿瘤的进展[@b3],[@b5]。

在传统的意义上，巨噬细胞是固有免疫细胞，发挥杀伤肿瘤细胞的作用。巨噬细胞的生物学作用包括抗原呈递、靶细胞的细胞毒作用、清除杂物、组织重塑、炎症调控、免疫诱导、血栓形成和各种形式的内吞作用。现在，越来越多的证据表明巨噬细胞通过促进肿瘤细胞的生长、血管生成、转移和免疫抑制在原发性肿瘤和转移性肿瘤中发挥了积极的作用。在肿瘤的发生、发展中，肿瘤相关巨噬细胞（TAM）能够影响肿瘤组织的不同方面，具体包括血管生成和血管形成、基质的形成和溶解、促进或抑制肿瘤细胞的生长。当TAM被激活时，它们可通过细胞毒性作用或细胞凋亡作用诱导肿瘤细胞的死亡，和（或）通过肿瘤微血管的改变引起肿瘤的破坏性反应[@b4]。

我们研究发现MDS患者外周血单个核细胞诱导的巨噬细胞的数量低于正常对照组，并显示出发育不良的特点。这表明，发育异常的MDS单个核细胞诱导成为正常巨噬细胞的能力减弱。

李晓等[@b6]用碱性磷酸酶-抗碱性磷酸酶免疫酶标技术分析了30例MDS患者（其中相对低危组24例、相对高危组9例）骨髓塑料冷包埋切片中巨噬细胞数量，发现低危MDS患者CD68^+^细胞表达水平明显高于对照组，呈现高凋亡状态，而高危MDS患者CD68^+^细胞表达水平明显减少。

我们通过流式细胞术联合荧光免疫微球和免疫荧光显微镜两种方法，均证实MDS患者外周血单个核细胞诱导形成的巨噬细胞吞噬指数和吞噬百分率均明显下降。这表明，即使是诱导形成的MDS巨噬细胞的吞噬能力也较差，难以发挥正常巨噬细胞的吞噬病原微生物和免疫监视的功能，可能是MDS患者感染发生率高和疾病易进展的原因之一。

在这项研究中，我们观察到MDS患者组的巨噬细胞CD206和SIRPα的水平较正常对照组明显下降。CD206是巨噬细胞甘露糖受体，介导巨噬细胞识别微生物进而吞噬内化[@b6]。而SIRPα是信号调节蛋白α链，它是一种跨膜蛋白，其胞外区含具有3个免疫球蛋白超家族样结构域，其中N末端的区域介导与CD47的结合[@b7]--[@b8]。这或许可以解释为什么我们看到与正常对照组比较，MDS患者来源的巨噬细胞无法识别或吞噬"肿瘤细胞"。因此，我们可以说，MDS来源的巨噬细胞正常功能的受损可能是肿瘤生长和发展的肿瘤生物学结果。

通过本研究，我们发现MDS患者外周血单个核细胞诱导形成巨噬细胞能力下降，吞噬识别受体减少，吞噬能力减弱。

[^1]: 韩宇（现在河南大学淮河医院血液科）
